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(57) Abstract 



A DNA sequence coding for an oxalate oxidase. The protein is useful in making plants resistant to diseases caused by 
Sclerotica sp. It may be provided by a chimeric gene and a vector containing the coding sequence. It is useful in increasing the 
resistance of plants to diseases due to Sclerotinia sp. 

(57)Abrege 

Sequence ADN codant pour une oxalate oxydase. La proteine est utilisable pour la resistance des plantes aux maladies 
provoquees par sclerotinia sp. Elle peut etre apportee par un gene chimerique et un vecteur contenant la sequence codante. Elle 
est utilisable pour apponer aux plantes une resistance accrue aux maladies dues a Sclerotinia sp. 
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PRODUCTION DE PLANTES RES I STANTES 
AUX ATTAQUES DE SCLERQTINI A SCLEROTIORUM 
PAR INTRODUCTTON D'UN GE NE CQDANT 
5 PO UR UNE OXA L_^LJDXYPASE 



30 La presente invention a pour objet un gene codant 

pour une oxalate oxydase, la proteine codee par ce gene 
, les genes chimeres comprenant ce gene et leur 
utilisation pour la transformation en vue de leur 
conferer une resistance a des maladies fongiques. 

15 La Sclerotini ose est une maladie fongique 

importante qui touche un grand nombre de dicotyledones . 
Le responsable, Rrlpmtin?a slcerotiorum est un 
champignon polyphage qui presente peu de specificite 
d'hote. 

20 Le champignon peut attaquer la plante soit 

directement au niveau de la tige, soit au niveau des 
feuilles puis gagner la tige, soit au niveau du 
capitule floral. Dans les deux premiers cas, la plante 
fane par rupture d' alimentation. Dans le dernier cas, 

25 la fleur fane compromettant la recolte. 

Le champignon produit des enzymes lytiques qui 
degradent la paroi cellulaire du vegetal infecte et 
facilitent son devel oppement dans la plante. Ces 
enzymes jouent un role important dans la pathogenicity, 

30 mais ne semblent pas suffisantes. Ce champignon produit 
aussi de l'acide oxalique (Godov et al . , 1990). Cet 
acide oxalique provoque une baisse de pH dans les 
tissus infectes facilitant l'hydrolyse de la paroi 
cellulaire par les enzymes lytiques. Une reduction de 
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la production d'acide oxalique ou une degradation de 
cet acide oxalique doit permettre un ralentissement ou 
meme une inhibition du developpement du champignon. 

Pour developper une plante resistante a "nos",on 
5 peut utiliser la strategie de detoxication de 1 'acide 
oxalique. La degradation de cet acide limitera les 
diminution du pH intracellulai re du tissu vegetal 
attaque, les enzymes lytiques f oncti onneront alors trop 
loin de leur pH optimum pour etre reellement actives et 
10 efficaces. II en resultera une baisse de la 
pathogenicity du champignon. 

Pour atteindre cet objectif , on peut utiliser 
1' oxalate oxydase qui catalyse la reaction suivante : 

0 2 

15 C 2 0 4 H 2 ~> 2C0 2 + H2 ° 2 

oxalate oxydase 

L'oxalate oxydase est isolee de plantes 
differentes, generalement des monocotyledones (Pieta et 

20 al., 1982): on peut, par exemple purifier la proteine 
d'orge en utilisant des techniques de chroma tographie 
classique (gels de filtration Superdex G75 et d'echange 
d'ions MonoQ, Pharmacia), en suivant 1 'activate 
enzymatique selon le protocole col orimetrique suivant 

25 (Obzansky et Richardson, 1983) : 

Acide oxalique + 0 2 -> 2C0 2 + H2O2 + 

oxalate oxydase 

30 H2O2 + MBTH + DMA > indamine + H 2 0 + 

peroxydase 



MBTH - 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone 
DMA = N.N.dimethylalinine 
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Ceci a permis de purifier une prot6ine qui, sur 

gel d'acrylamide en conditions denaturantes, a une 

masse mol 6culai re de 26 000 daltons. Une partie de 

5 l'oxalate oxydase purifi£e a ete utilisee pour obtenir 

des anticorps antioxalate oxydase de lapin ; le reste 

de la proteine a et§ utilise pour faire le sequen<?age 

de la protdine native (N-terminal) ou , apres clivage au 

bromure de cyanog&ne,. le sdquengage de certains 

10 peptides internes. Les r^sultats obtenus sont les 

suivants : 

N-terminal : TDPDPLQDF- VADLDGKAVSVNGH 
S 

Peptide interne n* 2 : HFQFNVGKTEAY 
15 L'ADNc 



La comparaison des sequences peptidiques decrites 
ci-dessus avec les donnees contenues dans la banque 
proteique Swiss-Prot nous a permis d'identifier une 

20 proteine de bl<§ appelee Germine et publiee en 1989 par 
Dratewka-kos et al . Des experiences ont 6te realisees 
et nous ont permis de determiner que l'ADNc publie par 
les auteurs code pour une proteine de 201 acides amines 
et qui presente une activite oxalate oxydase. Pour la 

25 suite de la description des experiences presentees dans 
ce brevet nous reprendrons la numerotation des 
nucleotides de la figure 2 de l'article des auteurs 
publies dans J. Biol. Chem., 264, 4896-4900. 

La sequence de cet ADNc a une longueur de 1 075 

30 nucleotides avec un 5' non traduit de 85 residus, une 
phase de lecture ouverte de 672 nucleotides ( de la 
position 86 a 757) puis un 3' non traduit de 318 
resi dus . 
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La comparaison de la sequence proteique deduite de 
la sequence de l'ADNc avec celle obtenue par sequencage 
de la proteine native montre que l'ADNc code non 
seulement pour 1 'oxalate oxydase mature mais aussi pour 
un peptide signal de 23 acides amines dans la partie N- 
terminale. L'oxalate oxydase est done synthetisee sous 
forme d'une preproteine (peptide signal plus peptide 
mature) qui. est maturee par elimination du peptide 
signal pour liberer 1 'enzyme active mature. 

Pour la suite nous utiliserons soit la partie 
codant pour la preproteine (nucleotides 86 a 757), soit 
seulement la partie codant pour la proteine mature (de 
la position 155 a 757). Dans ce dernier cas, nous 
devrons placer un codon AUG (codant pour une 
15 methionine) devant le codon ACC (codant pour la 

threonine, premier acide amine de la proteine mature). 

Les attaques de pi antes par Scl.eroti nia 
slerotiorum se faisant essentiellement par la tige ou 
par la plante, il est interessant de pouvoir exprimer 
20 l'oxalate oxydase soit dans les tissus chi orophylliens 
et pour cela on peut utiliser le promoteur de la petite 
sous-unite de la ribul ose-1 ,5-bisphosphate carboxylase 
d'Helianthus annuus (PSUHa, Waksman et al . , 1987) soit 
dans differents tissus du vegetal et pour cela nous 
25 utiliserons le promoteur ubiquitaire de 1'ARN 35S du 

virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV 35S) dont une 
partie a ete dupliquee et qui est nommee "double CaMV " 
Les genes chimeres selon 1' invention peuvent etre 
par exemple construits a partir des elements suivants: 
A. Promoteur double CaMV suivi de la partie de 
l'ADNc de l'oxalate oxydase codant pour la 
preproteine (petide signal plus peptide mature) 
et du terminateur "nos" obtenu a partir du gene 



30 
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de la nopaline synthase de pTi 37(8evan et al . , 
1983) . 

B. Promoteur double CaMV suivi de la partie de 
l'ADNc de 1 'oxalate oxydase codant seulement 
5 pour la proteine mature suivi du terminateur 

nos . 

C G6ne identique a "A" mais avec le promoteur de 
la petite sous-unite de la ribulose-1 ,5- 
bisphosphate carboxylase de tournesol (PSUHa) a 
2 0 la place du double CaMV. 

D. Gene identique a "B" mais avec le promoteur de 
la PSUHa a la place du double CaMV. 
Chaque g£ne chimere est introduit dans la cellule 
vegetale par un systeme utilisant Agrobacterium ou tout 
15 autre systeme connu par. ailleurs pour transformer les 
cellules v6g6tales. Des plantes sont regenerees a 
partir de ces cellules t ransf orm6es . Elles presentent 
une tolerance accrue au ^Ifirot^nia scl erotLorum. 

20 EXEMPLE 1 : Preparation de deux sequences 

codantes : 

Preprotdine : on I'obtient a partir de l'ADNc 

decrit precedemment digere par Hind III (en 
position 66). L'extremite cohesive obtenue est 
25 rendue tranche par traitement a la polym6rase 

de Klenow. Cet ADN est ensuite diger£ par Nhe 
I (en position 811). 

Parallelement le plasmide pUC 19 
(Yanisch-Perron et al., 1985) est diger6 par 

30 Sac I. 

L'extremite cohesive obtenue est rendue tranche 
par traitement a la polymerase de Klenow. 
Ensuite le Plasmide est digere par Xba I 
(compatible avec Nhe I). 
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Le fragment d'ADNc et le plasmide 
prepares ci-dessus sont ligatures. Le nouveau 
plasmide ainsi obtenu est denomme pRPA-oxo-01 
et sa carte est presentee figure 1. 

5 

B. Proteine mature : on l'obtient a partir de 

1'ADNc decrit ci-dessus apres digestion par 
estN 1 (en position 173). Le fragment obtenu 
et le linker ayant pour sequence : 

10 5' 3' 

ATGACCGACCCAGACCCTCTCC 
TACTGGCTGGGTCTGGGAGAGGT 
3' 5' 
sont ligatures- Ceci conduit a une 

15 modification de la sequence N-terminal de la 

proteine mature qui passe de TDPDPLQ a 
MTDPDPLC . 

Ce fragment d'ADNc est ensuite digere par 
Nhe I (en position 811) pour etre ensuite 
20 ligature avec le plasmide pUC19 prepare comme 

decrit dans le paragraphe ci-dessus. Le 
nouveau plasmide ainsi constitue est appele 
pRPA-oxo-02 et sa carte est presentee figure 
1. 

2 5 

EXEMPL E 2: Prepar aJ:Jj^^jBS^#iies_ch.i me res_:„ 
a. Preparation des vec teur s comprenant le 
promoteur et le terminateur nos : 
- exemple double CaMV : on obtient ce vecteur a 
30 partir du plasmide pRPA-BL-410 obtenu de la fa<?on 
suivante: 
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Fusion" peptide de transit de 1 a PSU de la RuBis CO 
de mais/qene AroA" : 

Le peptide de transit de la PSU du gene de la 
5 RuBisCO de mais provient d'un fragment EcoRI-SphI de 

192pb;issu de l'ADNc cor respondant au gene de la PSU du 
gene de la RuBisCO de mais,decri t par Lebrun et 
al(1987) ,possedant un site Ncol recouvrant le codon 
initiateur de la traduction et un site SphI 
10 correspondant au site de clivage du peptide de transit. 

Par traitement de l'extremite SphI avec la 
polymerase du bacteriophage T4 et en la ligaturant avec 
l'extremite Ncol,traitee & la polymerase de Klenow,du 
gene AroA de pRPA-BL 104 recoupe EcoRI,on obtient la 
15 fusion traductionelle entre le peptide de transit de 
mais et le gene de l'EPSPS bacterienne. 

Fusion peptide de transit de la PSU de la RuBisCO 
de mais /seo uence de 22 acides amin es de la partie 

20 mature de la PSU de la RuBisCO d e mais/ g ene AroA: 

De fa<?on similaire un fragment EcoRI-Hindll de 
228bp de l'ADNc de la PSU du gene de la RubisCO de mais 
est ligature avec l'extremite Ncol traitee a la 
polymerase de Klenow du gene AroA de pRPA-BL 104 et 

2o recoupe par EcoRl.On obtient une fusion t raductionnel 1 e 
entre le peptide de transit de la PSU de la RuBisCO de 
mais,les 22 acides amines de la partie mature de la PSU 
de la RuBisCO de mais et le gene de 1'EPSPS 
bacterienne . 



30 



Pept ide. de^transit de 1 a _ PSU de la RuBj sC 0_d e 
tournesol : 

Le fragment est issu de l'ADNc isole par 
Waksman et F reyssi net( 1987) .Un site SphI a ete cree 
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selon la methode de Zoller et Smith(1984 au site de 
clivage du peptide de transit. Le peptide de transit de 
la PSU de la RuBisCO de tournesol ainsi obtenu est un 
fragment EcoRI-SphI de 171 pb. 

5 

PMo nn npptide d e transit de 1* PSU de la RuBisCO 
wo toyjmgsol/seg uence de 22 arides amines de , la partie 
mature de La PSU de la R uBi sC O d e m ajs Z gene AroA: 

La construction contenant la fusion peptide de 

10 transit de la PSU de la RuBisCO de mais/sequence de 22 
acides amines de la PSU de la RuBisCO de mais de la 
partie mature du gene de mais a ete coupee par EcoRI- 
Sphl de 171 pb cor respondant au peptide de transit de 
la PSU dedu gene de la RuBisCO de tournesol. Une 

15 construction resultante presente une substitution des 
fragments EcoRI-SphI et est une fusion traductionnel le 
"peptide de transit de la PSU de la RuBisCO de 
tournesol/sequence de 22 acides amines de la partie 
mature de la PSU de la RuBisCO de mais/gene AroA. 

20 L e fragment EcoRI-Sall a ete ligature avec le 

fragment Sall-SstI contenantla sequence nos 3' et la 
bordure droite de l'ADN-T.Le fragment EcoRI-SstI 
resultant comprenanfpeptide de transit de la PSU de la 
RuBisCO de tournesol/sequence de 22 acides amines de la 

25 partie mature de la PSU de la RuBisCO de mais/gene 
AroA/nos 3'/Bordure droite ADN-T" est substitue au 
fragment EcoRI-SstI contenant la bordure droite de 
1 ' ADN-T du plasmide 150 A alpha 2 contenant le 
promoteur double CaMV. La fusion transcriptionel 1 e 

30 "double CaMV/peptide de transit de la PSU de la RuBisCO 
de tournesol/sequence de 22 acides amines de la partie^ 
mature de la PSU de la RuBisCO de mais/gene AroA/nos 3' 
dans le vecteur 150 A alpha 2 a ete nomme pRPA-BL 294. 
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Fusjon^gBt idg dfl transit d e_J a PSU de la RuB jsCO 
Ho tnnrnesol/sequ ence de 22 acjdes, ami n6s de la_PSU^e 
i, DMR^r.n de mais/peptide d^„tj^nsU^-Ja^U_dg_JLa 

RuRisCO de mais/qene AroA! ll 

La construction ci-dessus est coupee par Ncol- 
Hindlll liberant le gene AroA.Puis elle est mise en 
ligation avec un fragment Ncol-Hind III de l.Skpb 
contenant Ja f usion"peptide de transit de la PSU de la 
RuBisCO de mais/gene AroA".Une construction resultante 
presente une substitution des fragments NcoI-HindUI et 
est une fusion traductionell e "peptide de transit de la 
PSU de la RuBisCO de tournesol/sequence de 22 acides 
amines de la PSU de la RuBisCO de la partie mature du 
gene de mais /peptide de transit de la PSU de la 
15 RuBisCO de mais/gene AroA" . 

Le fragment EcoRI-Sall a ete ligature 
avec le fragment Sall-SstI contenantla 
sequence nos 3' et la bordure droite de 1'ADN- 
T. Le fragment EcoRI-SstI resultant 
comprenant" peptide de transit de la PSU de la 
RuBisCO de tournesol/sequence de 22 acides 
amines de la PSU de la RuBisCO de la partie 
mature du gene de mais /peptide de transit de 
la PSU de la RuBisCO de mais/gene AroA/nos 
3'/Bordure droite ADN-T" est substitue au 
fragment EcoRI-Sstl contenant la bordure 
droite de 1 ' ADN-T du plasmide 150 A alpha 2 
contenant le promoteur double CaMV.La fusion 
transcriptionelle "double CaMV/peptide de 
transit de la PSU de la RuBisCO de 
tournesol/sequence de 22 acides amines de la 
PSU de la RuBisCO de la partie mature du gene 
de mais/peptide de transit de la PSU de la 
RuBisCO de mais/gene AroA/nos 3' dans le 
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vecteur 150 A alpha 2 a ete nomme pRPA-BL 410. 
Ce plasmide est digere avec EcoRI et Sail pour 
enlever le gene de structure "peptide de 
transit optimise-zone codant pour l'EPSPS 
mature", pRPA-BL-410 delete (voir figure 1). 
- exemple PSUHa : on obtient ce vecteur a 
partir du plasmide pRPA-BL-207 (decrit dans la 
demande de brevet europeenne 0 337 899) que 
l'on digere avec Eco RI et Hind III pour 
enlever la zone codant pour la nitrilase, 
pRPA-BL-207 delete (voir figure l). 

Construction des genes chimeres : 
pRPA-oxo-03 : il s'obtient en digerant pRPA- 
oxo-01 par Eco RI et Sal I. Le fragment obtenu 
qui code pour la preproteine est ensuite 
insere entre les sites Eco RI et Sal I 
respectivement en aval du double CaMV et en 
amont du terminateur nos. 

pRPA-oxo-04 : il s'obtient en digerant pRPA- 
oxo-02 par Eco RI et Sal I. Le fragment obtenu 
qui code pour la proteine mature est ensuite 
insere entre les sites Eco RI et Sal I 
respectivement en aval du double CaMV et en 
amont du terminateur nos. 

pRPA-oxo-OS : il s'obtient en digerant pRPA- 
oxo-01 par Eco RI et Hind III. Le fragment 
obtenu qui code pour la preproteine est 
ensuite insere entre les sites Eco RI et Hind 
III respectivement en aval du double PSUHa et 
en amont du terminateur nos. 
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pRPA-oxo-06 : il s'obtient en digerant pRPA- 
oxo-02 par Eco RI et Hind III. Le fragment 
obtenu qui code pour la proteine mature est 
ensuite insert entre les sites Eco RI et Hind 
III respecti vement en aval du promoteur PSUHa 
et du terminateur nos. 

Tableau 1 Representation schematique des quatre 
genes chimeres : 

Identification Promoteur Zone codante Terminateur 

oxalate oxydase 

pRPA-oxo-03 dCaMV pr6proteine nos 

pRPA-oxo-04 dCaMV mature nos 

15 pRPA-oxo-05 PSUHa preproteine nos 

pRPA-oxo-06 PSUHa mature nos 

EXEMPLE 3: Obtention de colzas t rans o^nioues : 
a. Transformation 
20 Chaque vecteur tel que decrit ci-dessus est 

introduit dans la souche non-oncogene 
d* Agrobacterium tumefaciens EH A 101 (Hood et al . , 
1987) porteuse du cosmide pTVK 291 (Komari et al . , 
1986) . 

25 La technique de transformation du colza 

variety Westar suit essent i el 1 ement celle decrite 
par Boulter et al . (1990), en utilisant une 
concentration en bactferies de 2,5 x 10 9 par ml (DO 
600nm r 1 ) . 



30 



b. Regeneration 

La technique de regeneration suit 
essentiellement celle decrite par Boulter et al . 
(1990). Les plantes sont enracinees sur le milieu 
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de De Block et al . (1989). Elles sont ensuite 
conduite a floraison en serre. 

EXEhPLE 4: Mesure de la resist ance du Colza a 
5 Scleroti tis ^clerotiorum: 

In vitro : 

- Disques foliaires : la resistance est 
mesuree par pesee de la masse de trois disques 
foliaires au bout de 11 jours de croissance sur un 

10 milieu Murashige et Skoog(MS) avec hormones 

additionne de 1 mM d'acide oxalique. 

Dans ces conditions, on observe que pour les 
disques foliaires issus de Colzas modifies avec 
l'un des genes chimeres pRPA-oxo-03, pRPA-oxo-04, 

15 pRPA-oxo-05 et pRPA-oxo-06, la masse des disques 

foliaires augmente nettement, alors que, pour les 
disques foliaires issus de colzas non modifies, la 
masse stagne ou meme diminue. 

- Elongation racinaire : la resistance est 
20 aussi mesuree in vitro par mesure de 1 'elongation 

racinaire au bout de deux jours de croissance sur 
eau additionnee de 5 mM d'acide oxalique. On 
observe alors que les racines de plantes de Colzas 
modifies, avec l'un des genes chimeres pRPA-oxo- 
25 03, pRPA-oxo-04, sont capables de pousser et de 

s'allonger, alors que les racines de Colzas non 
modifies ne presentent, dans ces conditions, 
aucune croissance. 

30 In vivo : 

La resistance in vivo est mesuree en serre 
apres contamination des plantes de Colza issues de 
la regeneration, des 1 'apparition des premieres 
fleurs, soit par depot de spores de S. slerotiorum 
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sur les petales, l'infection des feuilles se faisant alors naturellement lors 
de la ddfloraison, soil par d6pot dixectement sur les feuilles de omycelium ou 
d'un p&ale impregn6 de mycelium. Les plantes modifies par Fun des genes 
chimeres pRPA-oxo-03, pRPA-oxo-04, pRPA-oxo-05, et pRPA-oxo-06 ne 
5 laissent pas se ddvelopper le champignon et ne prdsentent aucun symptome de 

pourriture caract6ristique de la scteroriniose, alors que des plantes non modifies 
sont vite envahies de pourrirure caract6ristique du ddveloppement de SclfrQtinia 
scleroriorum. 



L6gende de la Figure : 

Procedure d'obtention des quatres genes chimeres a partir des deux genes de 
strucrure, pRPA-oxo-01 et pRPA-oxo-02 H, Hind in ; B, BstN ; N, Nhe 1 ; E, 
Eco RI ; Sc, Sac 1 ; S, Sal I et X, Xba 1. 
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R H VEND 1 C A 71 ON S 

5 1) Sequence ADN codant pour une oxalate oxydase. 

2) Proteine oxalate oxydase utilisable pour la resistance des plantes aux 
maladies provoquees par Sclerotica sp. 

10 3) Gene chimere caracterise en ce qu'il comprend comme sequence codante un 

ADN selon la revendication 1. 

4) Vecteur pour la transformation des plantes, caracterise en ce qu'il comprend 
un gene chimere selon la revendication 3. 

15 

5) Cellule vegetale transformee, caracterisee en ce qu'elle contient un vecteur 
selon la revendication 4. 

6) Plante transformee issue d'une cellule selon la revendication 5. 

20 

7) Plante selon la revendication 6, caracterisee en ce qu'elle est une 
dicotyledone. 

8) Plame selon la revendication 7, caracterisee en cc .qu'elle est du Colza. 

25 
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REVENDI CAT IONS MOD1F1EES 

[regues par )e Bureau International le 10 juillet 1992 (10.07.92); 

revendication 1 modifi§e; 
autres revendications inchang£es (1 page)] 

1) Sequence ADN codant pour une oxalate oxydase 

5 utilisable par la resistance des plantes aux maladies 
provoqu£es par Sclerotinia sp. 

2) ?rot£ine oxalate utilisable pour la resistance des 
plantes aux maladies provoquees par Sclerotinia sp. 

10 

3) G£ne chim^re caract§ris£ en ce qu'il comprend comme 
sequence codante un ADN selon la revendication 1. 

4) Vecteur pour la transformation des plantes, 

15 caract6ris£ en ce qu'il comprend un g6ne chimere selon 
la revendication 3. 

5) Cellule veg6tale transforms, caracterisee en ce 
qu'elle contient un vecteur selon la revendication 4. 

20 

6) Plante transformee issue d'une cellule selon la 
revendication 5. 

7) Plante selon ia revendication 6, caracterisee er. ce 
25 qu'elle est une dicotyl£done . 

8) Plante selon la revendication 7, caracterisee en ce 
qu'elle est du Colza. 
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